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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verwendung CD28 spezifischer monoklonaler Antikorper zur Stimulation von Blutzellen, welche kein CD28 
tragen 

(§) Die Erfindung lehrt die Verwendung monoklonaler An- 
tikorper, welche fur CD28 spezifisch sind und T-Lumpho- 
zyten mehrerer bis alter Untergruppen ohne Besetzung ei- 
nes Antigenrezeptors der TLymphozyren und somit anti- 
gen unspezifisch aktivieren, oder eines Analogen hierzu 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset- 
zung zur Stimulation von Blutzellen, welche kein CD28 
tragen bzw. zur Behandlung von Erkrankungen mit redu- 
zierter Anzahl solcher Blutzellen, 
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Bcschrcibung 

Gcbici dcr Erfindung 

s 10001] Die Hrfindung bclriifi einc Verwcndung monoklonaler Aniikorpcr, wclclic fiir CD28 spezifisch sind iind T- 
Lyniphozyten ohnc Bescizung eines Aniigcnrczepiors dcr T-Lyiiipho/.yicn und soiiiil aniigenunspczifisch aklivicrcn. 

Hinlergrund der Erfindung 

10 [0002] Es exisiieren verschiedene Erkrankungcn bei Wamibluilcm. menschlich oder lierisch, wobei die Anzahl ver- 
schiedenarliger Blulzellen gegenuber dein Gesundzustand verringerl isl. 

[0003] Eine ersic solche Gruppe von Erkrankungcn wird Granulozytopenie (Neutropeniein und Monozylopenie) ge- 
nanni und belrilTl die Granulozylen. Als Ursachen fiir diese Hrkrankung kominen in Frage: i) venninderte Granulozylo- 
poese (aplaslische Slorung) aufgrund von Knocheninarksschadigung, beispiclsweise durch Chemikalien, wie Benzol, 

15 Medikanienie, wie Zyloslatika, Inuiiunsupressiva. AZT und/oder Chloraiiiphenicoi (dosisabhangig, loxisch) oder wie 
Phenylbutazon, Goldverbindungen, sellen Chloramphenicol (dosisunabhangig durch phannakogeneiische Reaktionen), 
Stxahien oder Auioaniikorper gegen Staiiimzelien (bei manchen Fallen von Imniunneutropenie), aufgrund von Knochen- 
marksinfiliration (Leukainien, Karzinomc, riialigne Lyinphome) und/oder aufgrund von Osieomyelosklerose, ii) Rei- 
fungsslorungen der Granulozytopoese, beispiclsweise durch kongeniialc Reifungsstorungen der Myelopoese, Kosi- 

20 mann-Syndroni (Reifungsslop der Myeiopoese ini Siadium des Proinyelozylen), zyklische Neulropenie, Myelodyspla- 
sie-Syndroin, Vilamin B12- oder Folsauremangel mit ineffekdvcr (iranulo-, Erylhro- und/oder Throinbopoese. tJblichc 
Therapien uinfassen die Gabe von Wachstumsfaktoren der Granulozylopoese (beispiclsweise G-CSF und GM-CSF). 
[0004] Eine zweite Gruppe wird Thrombozytopenie genannL Als Ursachen kominen in Frage: i) vennindene Throni- 
bozytopoese ini Knochenmark (aplastische Storung bzw. venninderte Megakaryozytenzahl im Knochenmark) aufgrund 

25 .von Knochenmarksschadigung, beispiclsweise durch Chemikalien, wie Benzol, Medikamente, wie Zytostatika und/oder 
Iimnunsupressiva, SUahlen Infeklionen, wie z. B. HTV, oder Auioaniikorper gegen Megakaryozy ten (bei manchen Fallen 
von Ijninunthroinbozyiopcnic), aufgrund von Knochcnmarksinfiliration (Lcukamicn, Karzinomc, inaiignc Lyinphonic) 
und/oder aufgrund von Osleomyelosklerose, ii) Reifungsstorungen der Megakaryozyten (Megakaryozyien im Knochen- 
mark normal oder erhohl.) mil ineffekiiver Thrombo- Eryihro- und/oder Granulopoese mit Megaloblasten, Ricsenslaben 

30 u. a. aufgrund von Vilamin B12- oder Folsauremangel. Ubliche Therapien umfassen das Weglassen verdachtiger Medi- 
kamente, Thrombozytensubsiituuon (bei Bildungsslomngen im Knochenmark: Thrombopoeiin) sowie MGDF (Stimula- 
tion der Proliferation und Ausreifung von Megakaryozyten. ^ 

[0005] Eine dritte Gruppe bilden die aplastischen Anainien bzw. Knochenmarksversagen mil Aplasie/Hypoplaie des 
Knochenniarks und Panzytopenie (Slamnizellenerkxankung). Eine angeborene aplaslische Anamie ist beispielsweise die 

35 Fanconi-Aniimie. Haufiger sind die erworbenen aplastischen Anamien, wie idiopatische aplastische Anamie (Ursache 
unbekannt) und sekundare aplaslische Ananiien durch Medikamente, loxische StoiOfe, ionisierende Strahlungen und Vi- 
rusinfekte (s. o.). Supportive Therapieansatze umfassen die die Substitution von Erythrozyten/Thrombozyten. Kausale 
Therapieansatze umfassen die Knochenmarkstransplantalion oder StaimTizellentransplantation, Immunsuppressive The- 
rapien (z. B. ATG) und andere TherapiemaBnahmen, wie Gabe von Zytokinen (GM-CSF, G-CSF, MGDF, und/oder 

40 Thrombopoeiin). 

[0006] SchlieBUch koinmi die akute Leukamie, oft als Anamie, Thrombozytopenie und/oder Granulozytopenie, vor. 
Therapien umfassen die Substitution von Ei^throzylen und Thrombozyten nach Bedarf bzw. die Anregung der Granulo- 
poese durch G-CSF und/oder GM-CSF, die ChemoUierapie und Knochenmarks- und/oder Stammzellenlransplantalion. 
[0007] Den vorstehenden Erkrankungcn ist gemeinsam, daS die beu-offcnen Blutzellen solche sind, die kein CD28 auf 
45 ihrer Oberflache tragcn. 

Stand der Technik 

[0008] Als CD28 wird ein auf T-Lymphozyten menschhcher und lierischer Herkunfr. exprimieries Zelloberflachenmo- 
50 lekiil bekannter Aminosauresequenz bezeichnet, dem im Rahmen der internalionaJen "Human leukocyte Typing Work- 
shops" das Kiirzcl CT)28 gegcben wurde. Mit Aklivicrung von T-Lyniphozyten ist die Vermehrung der Stoffwechselak- 
tivital, VergroBemng des Zellvolutncns, Synthese iinmuno!ogi.<ich wichliger Molekule und Eintriil in die Zellteilung 
(Proliferation) von T-Lymphozyten auf einen auBercn Reiz hin gemeini. Beispielsweise werden diesc Vorgange durch 
Beseizung des CD28-Molekuls auf T-Zellen durch besondere CD28-spezifische monoklonale Aniikorper ausgelost. Die 
55 Akrivierung von T-Lymphozyten mit den beschriebenen Begleiterscheinungen ist Teil der physiologischen Immunrcak- 
tion, kann dort aber in pathologischen Situationen auBer Konlrolle geraien (lymphoproliferativeHrkrankungen), oder un- 
zureichend sein (Inimundefizienz). 

[0009] Zum Verstiindnis der Erfindung isl zunachsl folgender lechnologischer Tlintergrund wichtig. Die Aklivicrung 
ruhender T-Zellen zur IVoHferation und funklionellen Diflerenzierung erforderl zunachst dieBesetzung zweier Oberfia- 

60 chenslrukturen, sogenannierReyepioren: 1 . des Anligenrezeptors, der von Telle zu Zelle eine un terse hied He he Spezifirat 
besiizi und fur die Erkennung von Antigenen, z. B. viralen Spaltprodukten, notwendig ist; sowie des auf alien ruhendcn 
T-2:e]len gleicheniiaBen cxprimicncn CT)28 Molekuls, welches naturlicherweise an Liganden auf dcr Oberflache anderer 
Zellen des Immunsysieins bindet. Man sprichi von der "Kosiiniulaiion" dcr aniigenspezifischen Immunreakiion durch 
CD28. In Zellkultur konnen diese Vorgange nachgesteilt werden durch Bescizung des Antigenrezeptors sowie des CT)28- 

65 Molekuls mit geeigneien monoklonalen Antikorpem. Im klassischen System der Kostimulaiion fuhrt weder die Besci- 
zung des Antigenrezcpiors noch die des CD28-Moiekuls allein zur T-ZellproUferalion, die Beseizung beider Rezeptorcn 
ist jedoch effekiiv. Diesc Beobachiung wurde an T-Zelien des Menschen, der Maus und der Ralte gemacht. 
lOOlO] Eine "direkie", d. h. von der Besetzung des Antigenrezeptors unabhangige Aktivierung ruhender T-Lymphozy- 
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icn durcli CD28-spe/j(ischc monoklo^H^nlikorper, wurde in Iblgcnden Syslcnien beobac^^Hn der Lileraiurslellc 
Hrinkmann el al., J. Immunology, 1996, 156: 4 1 00-4 106 wurdc gc/xigl, daS ein sehr kleiner Ato^5%) mcnschiicher T- 
Lynipho/.ylcn, die den llir ruhendc l-Lyjiiphozyien lypischcn Obcrflachcnniai-ker (.'1)45 RO Iragen, durch den "klassi- 

schen" CD28-spczifischcn inonokionalcn Anlikorper 9.3 bci Zusalz des Wachstunisfakiors Inierleukin-2 (IL-2) ohnc Bc- 
selzung des Aniigenrc/epiors nkliviert wird. In dcr Arbcil von SiclTcen el al.. Cellular Iniinunology, 1997, 176: 59-65, 5 
wurde gezeigu da6 ein auf konvenlionellem Wcge, d. h. durch Iiiiniunisierung von Mausen mil menschlichen T-Zellen, 
hergcsieliler CD28-spczifischer iiionoklonaler Anl.ikoqxr in Z^llkullur eine Unler^ruppe inenschlichcr T-2^llen ohne 
Besetzung des Aniigcnrczepiors zur Prolifcraiion akiivicren kann, wenn CD28 durch diesen monoklonalen Anlikorper 
beselzi wird und die zcllgebundencn nionoklonale Anlikorpeniiolekule zusalzlich durch weilere Anlikorper miteinander 
vcrneizi werden. In beiden l^allen sind die beschriebenen Anrikorper zunachsi grundsauhch nichizum Einsaiz in der Hu- lu 
manniedizin gceignet, da es sich uni Maus Anlikorper handelL Weiierhin isl beiden beschriebenen Antikorpem gemein- 
sam, daB nur ein sehr kleiner Anleil der T~Zellen "direkl" aktivierbar isl. 

(0011 ] Fn der Arheil von Tacke el a I., Run J. TrTimunol., 1 997, 27: 239-247 wurden zwei Arlen von CT)28-.spezifischen 
monoklonalen Aniikorpern mil unlerschiedlichen funktionellen Eigenschaflen beschrieben: "klassische Anlikorper", die 
die Aklivierung ruhender T-Zellen nur bei gleichzeiliger Besetzung des Aniigenrezeptors kostimulieren; und "direkle", 15 
die ohne Besetzung des Anligenrezepiors T-Lymphozyren aller Klassen in vitro und ini Versuchstier zur Prohferation ak- 
liviercn konnen. Beide insolern bekannten nionoklonale Anlikorper riihren aus einer Inimunisierung mit Zellen, auf de- 
nen Raucn-CD28 cxpriniicn isi, und sind durch auf ihre jeweiligen beschriebenen Eigenschaflen gerichiete unterschied- 
lichen Selektioncn crhalliich. 

I0012J Aus der Lileraturslelle WO 98/54225, auf welche zur Vermeidung von Wederholungen ausdriicklich voUum- 20 
(anglich Bezug genoininen wird, sind "direkle" C^D-28 spezifische nionoklonale Anlikorper bekannt sowic deren \fer- 
wendung zur Behandlung von Erkrankungen mit pathologisch emiedrigten CD4-T-Zellzahlen bzw. zur Modulation von 
Immunreaklionen bei Schulzimpfungen. Bei diesen Verwendungen isl regelmafJ^ig auf Zellen abgesiellt., welche CD28 
auf ihrer Oberflache tragen (T-Zellen), und folglich unmilielbar durch die monoklonalen Andkorper stimuliert werden, 
[0013] Aus der unveroffentlichten DE-Patentanineldung 199 39 653 ist es bekannt, "direkle" CD28 spezifische mono- 25 
klonale Anlikorper zusaiiimen mil Virus Inhibiioren bei viralen Infektionen von T-Lymphozylen einzusetzen. Auch hier 
ist folglich auf Zcllcn abgcstdll, wclchc CD28 auf ihrcr Oberflache tragen und dahcr unmilielbar durch die monoklona- 
len Anlikorper stimuliert werden. 

Technisches Problem der Erfindung 30 

[0014] Der Erfindung liegl das technische Problem zugrunde, eine phaniiazeudsche Zusammensetzung anzugeben, 
mitiels weicher die Bildung und/oder Aklivierung von Blutzellen stimuliert. wird, welche kein'CD 28 tragen. 

Grundzuge der Erfindung 35 

[0015] Zur Losung dieses lechnischen Problems lehrl die Erfindung die Verwendung nionoklonaler Andkorper, welche 
fiir CD28 spezifisch sind und T-Lymphozylen jnehrerer bis aller Unlergruppen ohne Besetzung eines Aniigenrezeptors 
der T-Lymphozyten und somir antigenunspezifisch aktivieren, oder eines Analogen hierzu, zur Herslellung einer phar- 
mazeutischen Zusammensetzung zur Stimulation von Blutzellen, welche kein CD28 tragen, sowie die Verwendung mo- 40 
noklonaler Anlikorper, welche fur CD28 spezifisch sind und T-Lymphozyien mehrerer bis aller Unlergruppen ohne Be- 
setzung eines Aniigenrezeptors der T-Lyniphc»-zylen und soiiiil antigenunspezifisch akdvieren, oder eines Analogen 
hierzu zur Herslellung einer phaniiazeulischen Zusammensetzung zur Behandlung von Erkrankungen mit reduzierter 
Anzahl an Blutzellen, welche kein CD28 (ragen. Bei den Blutzellen kann es sich uin Granulozyten, Monozyten und/oder 
Thrombozyten handeln. Jni Falle der Erkrankungen kann es sich insbesondere urn die vorstehend erlauterten Erkrankun- 45 
gen handeln. 

[0016] Als Stimulation isi bezeichnet die Vennehrung der Sloffwecbselaku vital, VergroSerung des Zellvolumens, Syn- 
these von Faktoren und/oder EinlriM in die Proliferation. 

[0017] Analoge sind Substanzen, die keine monoklonalen Anrikorper sind, jedoch die im Rahmen der Erfindung erlau- 
terten Funklionen ausuben. Beispiele hierfur sind "geschneiderte" hochspezifischc synthetische Proleine oder RNA, 50 
DNA oder PNA (z. B. Aptamere, insbesondere gegen Nukleinsaure-spaltende Enzyine stabilisierte Aptamere bzw. RNA, 
DNA oder PNA). Gemeinsames Kriierium isl siets die CD28 Spezifiiai mil "direki" slimulatorischem Effekt auf CD28 
iragende Blutzellen. 

[0018] Die Erfindung beruht auf der liberraschenden Erkennlnis, daB die CD28 spezifischen ntonoklonalen Anlikorper 
auch die Proliferation bzw. Bildung bzw. Aklivierung von Blutzellen bewirken, die kein CD28 tragen, Blutzellen also, in 55 
denen eine Kopplung der Anlikorper nicbl luogiich erscheint. Ohne an eine Theorie gebunden sein zu wollen, wird ver- 
mutet, daB die uberraschcnde Wirkung darauf beruht, daB mittels der "direkt^n" Siimulaiion (also ohne ein Costimulans) 
von CD28 tragenden Zellen, insbesondere T-Zellen, diese Zellen ihrerseits Faktoren produzieren und abgeben, diedann 
die kein CD28 Iragende Blutzellen wiederum siimulicrcn. Insofem liegt vennutlich ein indirekier ProzelS vor, 
[0019] Bei phannazeuiischen Zusanimenseizungen zur Gabe an Menschen weisen die erfindungsgemaB eingesetzlen 60 
monoklonalen Anlikorper vorzugsweise humane konstante Komponenlen auf, Konslanle Koniponenten eines Anlikor- 
pers sind Bereiche, die nichl fiir die Anligenerkennung bcdeutsam sind, im Gegcnsaiz zu den variablen Bereichen, die 
die Aniigenspezifilat eines Aniikorpers definieren. Konslanic Koniponenten unterscheiden sich jedoch bei Antikorpem 
verschiedener Arten und folglich auch Tieren und Menschen. Die konstanten Bereiche eines Aniikorpers konnen bei- 
spielsweise jcnen von Antikorpem eines Organisnius entsprechen, der mil den Antik5rpem behandelt werden soli, urn 65 
veriraglich zu sein. ErfindungsgemaB beim Menschen cingesetzie monoklonalen Antikorper sind daher einerseiis hu- 
man vert raglich, sei cs per se oder durch Humanisierung und konnen andererseils zur Behandlung dienen, da die Anlikor- 
per gegen Human-(D28 spezifisch ausgebildet sein konnen und da die Aktivierung der T-Lymphozyten umfassend ist. 
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Mil enlsprcchendcr >N^^wng bzw. Hcrslellung eincs Dcrivals konnen erfinc^^|etTiaB cingesclzic inonoklonale An- 
likorper auch bei nichMwschlichcn Saugeiieren eingescizi werderi. Rs mag hicr angcnierkl sein, daB nichi hunianisicrlc 
riionoklonalc Aniikorper durchaus human vcrlraglich scin konnen. Human verlraglich sind monoklonale Anlikorpcr da- 
her dann, wenn sie uber einen bcslinimien Zeiirauni kcinc unerwunschlen Immunreakiioncn ausloscn, wie bcispiels- 
5 weisc diirch Besiiiniruing von anii-rmmunglobulin Aniikorper nachwcisbar, wenn dicse ihren Hinsal/. verhieten. 

[0020J Unler die Erfindung I'allcn auch verschiedenslc Derivale der erfindungsgemaB eingesetzlen monokJonalen An- 
iikorper, sofem die beanspruchlen Merkmale erfulll sind Unler Derivalen von monoklonalen Antikorpern sind Modifi- 
kaiionen dcs monoklonalen Antikorpcrs zu verslchen, die durch iibliche biocheiTiischc oder genlechnische Manipulalio- 
ncn erzcug! wurden. Dies isi. bei spiels wci se gcgeben mil der Humanisierung eines monoklonale Aniikorpers der Maus 
ID dutch paniellen Ersatz sirukiurelier (konsranter) Komponenten des Maus-Aniikorpers durch soiche eines menschlichen. 
[0021] Im einzeben sind erfindungsgemaB eingeseizte monoklonale Antikorper erhaltlich durch: A) Ilerstellung von 
zur Produklion von monoklonalen Human-CD28 spezifischen Tier-Antikorpern befahigten Hybridomzellen im Wege ei- 
ner Trumunisierung mil nicht-T-Tumorzelllinien, auf vvelchen Human-CD28 exprimiert ist, oder mil rekomhinanl expri- 
mierlein CD28, B) ggf. Humanisierung der aus Hybridomzellen gemaB Stufe A erhaltlichen monoklonalen Tier-Anlikor- 

!5 per durch biochemischen oder gentechnologischen Auslausch konstanter Koiiiponenlen der Tieranlikorper gegen ana- 
loge konsianre Komponenten eines menschlichen Aniikorpers bzw. Austausch den Komponenten en isprec bender Gene 
der Hybridomzellen, C) Sezemierung der Aniikorper in Hybridomzell-Kulturen und Isolierung der Antikorper daraus 
Oder Produklion der Antikorper durch Injektion der Hybridomzellen in Tiere, bei spiels weise Mause, und Isolierung der 
Anlikorpcr aus der Korperflussigkeii der Tierc. - Ein wichliger Aspekt der erfindungsgemaB eingesetzlen monoklonalen 

20 Anlikorpcr besteht gegenuber den nachstliegenden LiteraLursiellen Brinkmann eL al., J. Immunology, 1996, 156: 
4100-4106, und Siefken et al.. Cellular Immunoiogy, 1997, 176: 59-65, demnach in der Erkenntnis, daB die monoklo- 
nalen Aniikorper durch Immunisierung mit nicht-T Tumorzellen, auf welchen Human-CD28 exprimiert ist, erhalten 
sind, ansielle einer Immunisierung mil T-Zellinien. Denn so konnen monoklonale Antikorper erhalten werden, die nicht 
nur gegen (Human-) CD28 spezifisch sind, sondem auch eine "direkte" Aktivierung in beachtlichem Umfang bewirken. 

25 Im einzelnen konnen erfindungsgemaB eingesetzle monoklonale Antikorper Spezifitat fiir Detenninanten beispielsweise 
des menschlichen CD28-Molekuls aufweisen, die auf dem naiurlicherweise expriiiiierien CD28-Molekul schwer zu- 
ganglich sind und dcrcn Bcsctzung durch die ncuartigcn monoklonale Antikorper zur Aktivierung der T-Zcllcn und Ictzt- 
endlich zur Aktivierung von kein CD28 tragenden Blutzellen fuhrt. Unler einer Detenninante isl der Bereich eines Mo- 
lekiils zu vcrslehen, der durch die Bindungsspezifitat eines oder mehrerer Antikorper definierl wird. 

30 10022] Die grundsatzliche Vorgehensweise bei der Herslellung von Hybridomzellen, bei der Humanisierung sowie bei 
der Produktion der monoklonalen Antikorper aus (humanisierten) Hybridomzellen ist dem Fachmann gut venraut. und 
braucht hier nicht naher erlautert zu werden. Grundsatzlich sind alle insbesondere fiir die,Herstellung der Hybridomzel- 
len iiblichen, bekannten und frei verftigbaren Zellinien einsetzbar. Zur Herstellung der monoklonalen Antikorper kommt 
grundsatzlich neben der folgend beschriebeneu Vorgehensweise die dem Fachmann im Detail gul gelaufige rekombi- 

35 nante Expression in Frage. 

[0023] Im einzelnen istes bevorzugt, wenn die zur Produktion von monoklonalen Human-CD28 spezifischen Tier- An- 
tikorper befahigten Hybridomzellen erhaltlich sind durch a) Schaflfung eines Plasmids mittels Insertion von Human- 
CD28 cDNA in den pHpAPr-l -neo Vector nach Excision des Sall-Hindm Fragments und Herslellung von Protoplasten 
aus Escherichia coh (MCI 06 1 ), welche das Plasmid iragen, b) Fusionierung der Protoplasten mil Maus A20J und/oder 

40 L929 Tumorzellen mittels Polyeihylenglykol, c) Kullivierung der in Stufe b erhaltenen transfcktierten Zellen, d) Scree- 
nen der transfektierien Maus A20J und/oder L929 Zellen auf die Expression von Human CD28 und Selekiion von Hu- 
nian-CD28 expriniierenden Maus A20J und/oder L929 Zellen, e) Iiimiunisierung von BALB/c Mausen mil den Hunian- 
CD28 expriniierenden Maus A20J und/oder L929 Zellen (beispielsweise durch Injektionen 6x i. p. und anschlieBend 1 x 
i. v.)> f) Entnahme von Milzzelien der so immunisierlen Mause und Fusionienmg der Milzzellen mil ("nonproducer"-, 

45 d. h. keine Aniikorper produzierenden) Zellen der Zellinie X63-Ag 8.653 mittels Polyeihylenglykol, g) Selektierung der 
so erhaltenen Hybridomzellen mil der MaBgabe, daB im Uberstand selektierter Hybridomzellen Antikorper enthalten 
sind, die an Human CD28 cxprimierende Maus A20J und/oder L929 Zellen binden und h) Kullivierung/Subclonierung 
der in Stufe g erhaltenen selekticrlen Hybridomzellen. Anstelle der Stufen a) bis d) konnen selbsl verslandlich aber auch 
andere dem Fachmann gelaufige Expressionsysieme eingesetzt werden. Human-CD28 cDNA isl frei erhaltlich von Dr. 

50 A. Arufto und Dr. B. Seed, die die Sequenz und auch folgende Literaturslelle verotfenthcht haben: Aruffo, A., and Seed, 
B, 1987, "Molecular cloning of a CD28 cDNA by a high efficiency COS cell expression system", Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 84: 8573. Dicscr Liierauirsiellc isi daher im einzelnen die Herstellung der Human-CD28 cDNA entnehmbar. Dar- 
uberhinaus kann unschwcr jcder Fachmann mil Hilfe der in der Genbank deponierten Sequenz und der Polymeraseket- 
tenrcaktion sehr einfach und schncll einen Human-CD28 cDNA Klon hersiellen. Der pHjiAPr-1-neo Vector ist frei er- 

55 haltlich von den Authoren der Literaturslelle Gunning, P, et al., 1 987, "A human |i-actin expression vector system directs 
high-level accumulation ol'aniiscnse iranscripts", Proc. Nail. Acad. Sci. USA, 84: 4831. "neo" stehtdabei fur Neomycin- 
Resistenz. Die Stufe c) wird daher in Anwesenheit von Neomycin durchgefijhrt. Die vorstehend angesprochenen Zelli- 
nien und/oder Mikroorganismcn sind irci verlijgbar und kauflich erwerbbar bei der American TVpe- Culture Collection 
(ATCC). Bcziiglich Escherichia coli (MC1061) wird erganzend auf die Literaturslelle Meissner, P. S., et al., 1987, "Bac- 

f[) leriophagc gamma cloning sysicm for the construction of directional cDNA libraries", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 
4171, verwicsen. 

(0024] Die galenischc Hcrrichlung der erfindungsgemaB cingesetzten monoklonalen Antikorper fur die verschiedenen 
Verabreichungsfonnen isl dem Fachmann gut bekannt und brauchl hier nichi naher erlauten zu werden. Insbesondere 
konnen neben der erhndungsgemalSen Wirkstoffkomponente noch weitere Wirksloffe und/oder fur die galenische Her- 
65 richtung zweckmaBige oder noiwendige Stoffe enthalten sein. Rs versteht sich, daB eine erfindungsgemSBe pharmazeu- 
tische 21usaiHnienselzung die monoklonalen Antikorper in einer therapeutisch wirksamen Dosis enthak. Eine iherapeu- 
tisch aktive Dosis laBi sich fur die verschiedensten Organisnien dadurch ennitteln, dafi die Dosis bestimnit wird, die sta- 
tistisch signifikani zu einer Erhohung der Anzahl an kein (X)28 tragenden Blutzellen im Vergieich zu vor der Gabe der 
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lahrcn zur Hcilunu dor ein lei lend acnannicn KranklicWwur 



ZusaiTiinenseizung fuhri.. 

I0025J Die Erfindung uiuraKi auch '^FTahrcn zur Hcilung dor einleiicnd gcnannicn KrankliSilFunicr Verwcndung cr- 
lindungsgcniaBer inonokionalcr Aniik6i"pcr. 
I0026J Ini folgenden wird die Hrfindung anhand von AusrUhaingsbcispielen niiher crlauicrt . 

|0027J Die dargestellicn Expcninenle hzw. die Beispiele zu den Wirkungen von "direklcn" CD28-spezifisehcn nionfv 5 
klonalen Anlikorpcrn wurden ini Tierniodeil dcr Raile durchgcfuhrU wobei aLs Beispiel fur einen "klassischen" CD28- 
spczifischen Antikorper der nionoklonale Aniikorper JJ319 und als Beispiel fur einen "direkl" akiivierenden der mono- 
klonale Antikorper JJ316 eingcselzi wird. Beidc Aniikorper sind frei verfugbar und kauflich erwerbbar von dcr Finiia 
Phanningen, iJan Diego, USA. JJ3 19 und .1 J3 1 6 Aniikorper sind ini ubrigen erhah lich geinatt der LileralursleJic M. 'lacke 
ei al., IiniTiunology, 1995, 154: 5121-5127, auf wclche hiennii ausdriicklich Bezug genomnien wird, auch ini Hinblick 10 
auf Details der Ilerslellung von Ilybridonizellen und monoklonalen Aniikorpem. 

Beispiel 1 

Hersiellung CD28 spezifischer "direkier" monoklonaler Aniikorper I5 

10028] In dieseni Beispiel wird die Hersiellung ertindungsgemali? eingesefzler, d. h. Hunian-CD28- spezifischer mono- 
klonaler Antikorper naher crlaiiierl. Diese werden folgend auch als CMY-2 bezeichnei. Human CD28 aus einer cDNA 
Bibliolhck wurdc in A20J und/odcr L929 Zellinien rekombinanl expriniicrl. Zunachst wurde hierzu ein Plasmid niitlels 
Insertion von Human-CD28 cDNA in den pH^APr-l-neo Vector nach Excision dcs Sall-Hindlll Fragments geschaften. 20 
Aus Escherichia coli (MCJ()61) wurden Proloplaslen hergesielll, weJche das Plasmid iragen. Dann erfolgte eine Fusio- 
nierung dcr Proloplaslen niilMaus A20J und/oder L929 Tumorzellen millels Polyeihylenglykol. Die so erhallenen trans- 
fektierlen Zcllen wurden auf iibliche Weise kultivierl. AnschlieBend erfolgte ein Screenen der Iransfekt.ierten Maus A20J 
und/oder L929 Zellen auf die Expression von Human-CD28 und Seleklion von Human-CD28 exprimierenden Maus 
A20.T und/oder L929 ZeUen. 25 
[0029] Dcr Nachweis der erfolgreichen Expression erfolgie mil Hilfe eines konveniionellen, kontiiierziell erhalllichen 
fluorcs/.cn/.inarkicrlcn Antikdrpcrs mil Spczifitat fiir Human CD28 (9.3-Phykocrythrin). Als Ncgativkontrollc wurden 
nichi Iransli/icric A20J- bzw. L929-2^llen mitdem gleichen Antikorper gefarbl. Die Trans fektanten (A20J-CD28 und 
L929-(.''D28) /ciglcn eine hohere Fluoreszenzintensilal. Da nichl alle Zellen CD28 posiliv waren, wurden CD28-posit.ive 
Zcllen subklonierl und zur Immunisierung verwendel. Wie in Fig. 1 an der Verschiebung der Punktwolken nach oben in 30 
den bcidcn rcchicn Diagrammen erkennbar, reagierten diese Zellen mil deni kaufiichen Antikorper, driickten also Human 
CD28 an ihrcr Oberflache aus. 

[0030] Die A2()J Human-CD28 Zellinie wurde zur Inununisierung von BALB/c Mausen verwendet. Zellfusion und 
screening wurden wie folgt durchgefiilirt: i) Inununisierung von BALB/c Mausen mit den Hunian-CD28 exprimierenden 
Maus A2()J /ollcn (Injektionen 6 x i. p. und anschlieBend 1 x i. v.). ii) Entnahme von Milzzellen der so iiiununisierten 35 
Mause und l-usionicrung der Milzzellen mil Zellen der Zellinie X63-Ag 8.653 mirtels Polyeihylenglykol, iii) Selektie- 
rung der so erhallenen Hybridom zellen mit der MaBgabe, daB im Uberstand selekiierter Hybridomzellen Antikorper enl- 
hallen sind, die an T-Iunian-CD28 exprimierende Maus A20J und/oder L929 Zellen binden. 

[0031 J Als read-out dienle die Anfarbung eincr ^'Iischung aus CD28 iransfizierien und uniransfizierten Maus L929 Tu- 
morzellen. Fig. 2 zcigt, daB der auf diesem Weg isolierle monokionale Antikorper CMY-2 transfizierte und unlransfi- 40 
zierie Zellen durch unierschiedliche Ruoreszenziniensitat unierscheidei. Das diifereniielle Screening auf Antikorper ge- 
gen Hunian-CD28 eifolgte wie folgl. Je 50^1 Uberstand von kuitivienen Zellliybiidonien wurden entnommen und mil 
einem Gcmisch aus L929-2>llen undL929-CD28-Transfektant.en 15 inin inkubierL Nach dein Waschen wurden die Zel- 
len mil DaMIg-Pli angefarbt. Te.il A zeigl die Negalivkonirolle. Die Zellen wurden nur mit DaMIg-PE inkubiert. Teil B 
zeigi die l arbung mil einem Uberstand, der leichl posiliv war, aber keinen Unterschied bei beiden Zellen zeigl. Teil C 45 
zeigl die mil eincni Uberstand von CMY-2 gefarbten Zellen. 

[0032] In nichl dargesteilien Experinienten wurden periphere Blut^elien des Menschen mitdem neu isolierlen CMY-2 
und dem "klassischen" CD28-spezifischen Aniikorper 9.3 gefarbl, Es wurde ein ideniisches Expression smuster auf den 
Subpopulationcn iiienschlicher Bluizellen gefunden. 

[0033] ZusanmicngcfaGl zcigen die Experimenle, daB CMY-2 ein Human CD28-spezifischer Aniikorper isl. 50 
10034] CMY-2 wurde sodann mit aus periphereni Blul auf circa 80% aneereicherten menschhchen T-Lymphozyten auf 
klassische kosiininlierende und auf "direkt" stiniulierende Akii vital getestei. Die T-Zellprolilcration wurde durch Einbau 
von ^H-Thymidin zwischen dcm 2. und 3. Tag dcr Kultur gcmessen. Folgende Ergebnisse wurden erziell: 

Koslimulaiion 55 

Unslimulierie Zcllen 276 cpni 

CD3-spezilisclier Antikorper 3111 cpm 

CD3-spezirischer Antikorper -1- CMY-2 51676 cpm 



Direkic Siimulation 



Solid-phase anti-mouse Ig 379 cpm 

Solid-phase ami-mouse Ig + KontroU-mAk 258 cpm 

Solid-phase anii-niousc Ig plus CMY-2 19115 cpm 
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Tmv Erlaulerung 

10035J Anii-(.X)3 sorgi fur T-Zclliczepior-Siiniulaiion (CD3 isi Tcil dcs 'JX.'R-Komplcxes). CMY-2 wurdc in Form ei- 
ncs nichl aufgcrciniglcn KuliurubersUndes (50% Endvoluinen) verwcndel. HrfahrungsgcmaB isl die dabei zu erwariendc 
elTcktivc niAk-Kon7xrntr3iion subopiinial lur eine direkic Aktiviening, aber aiisreichend Rir die Kosiiniulation. Das Ex- 
perimenl zxigl, daB dirckl. aklivicrende Eigenschaflen haL. 

I0036J HrfindungsgeinaBe Hybridoiiizcllen, welche CMY-2 produziercn, sind bci der DSMZ, Deul5che Sainmlung von 
IVTikroorganisincn und Zellkuliurcn GmbH, Maschcroder Wcg lb, D-38124 Braunschweig, unter der Nuininer DSM 
Aa.:2353 (20.05.1998) hinlerlcgl worden. 




Deispiel 3 

Hekonsiit.ul.ion der T-Tellenzahl in T-lymphopanischen Ratten mil. milogenen ant.i-C'D28-mAk 

[00371 Bchandlung mil milogenen nichl aber mil konvenlioneilen an!i-CD28 MAK fuhrt. zu rascher Rekonstituiion der 
T-Zell zahlen in T-Iymphopanischen Ratten, wie folgend gezeigt werden wird. 

10038] Der Versuchsplan ist in Fig. 3 dargestellL PVG Inzuchtratlen wurden mil Gammastrahlung aus einer Casium- 
qucile so bcslrahk, da(3 das blutbildende System einschlieBlich der weissen Blurzellen zerslori wird. Als Quelle blutbil- 
dendcr Siaiiuir/cllen erhiellen die Here Knochenmarkzellen des gleichen Inzuchtstanims i. v. 2^sarzlich erhielten sie in 
Experiineni 1 5 x 10^CD4 T-Zellen und in Experiment 2 5 x lO^T-Zellen (CD4 und CDS) dcs kongenen InzuchLstamms 
PV(J.R17^. Dicsc Tiere sind bis aul das Leukozytenoberflachenmolekul RT7, von dem sie das Allel b statl a exprimieren, 
mil dcm Emplangersiamm PVG identisch. Mil. Hilfe RT7*'-spezifischer fluoreszenzniarkierter MAK konnen so in den 
Tieren T-Zellen idenlifizierl. werden, die von den 5 x 10^ injizierten reifen T-Zellen abstammen. Solche T-Lymphozyten, 
die aus den unrcifen Vorlauferzellen des injizierten Knochenmarks im Thymus der Empfangertiere neu zu T-Lymphozy- 
len reifen, reagieren hingegen nichl. mil RT7^-spezifischen fluoreszenzmarkierten MAK. Die Zahl von 5 x lO^T-Lym- 
phozy ten entsprichl ungefahr einem lausendsLel der Zahl an reifen T-Lymphozyten einer aduUen RatLe, so daB ein Modell 
drasiischcr T-Lymphopcnic vorlicgl. Zur Vcrinchrung der injizierten T-Zcllcn ira Empfangcrticr wurde cntsprcchcnd 
dem gezcigten Behandlungsschema 1 mg des milogenen anti-CD28 MAK JJ316 i. v. an zwei Tagen (Tag 0 und Tag 10 in 
ExpL 1 ,Tdg 0 und Tag 13 in Expt. 2) applizicrt, Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren Blut abgenommen, 
und die Zahl der T-Lymphozyten wurdc durch Messung der Gesamtzahl der Leukozy ten sowie des Anleils an T-Lympho- 
zyten daran besliramt Weiierhin wurde unlerschieden zwischen T-Lymphozylen, die von den reifen injizierten T-Zellen 
absiammen (RT7^ positiv) und denen, die im Thymus neu gebildet wurden (RT7^ negativ). Diese Analysen wurden mit 
Hilfe monoklonaier Antikorper mit. Spezifitai fur T-Zelioberflachenmarker durchgefuhn. Die verwendete Technik ist die 
Mehrfarbeniminunfiuoreszenz in Verbindung mit der Durchflusszytophotometrie ("FACS®"-Analyse). 
[0039] In der Fig, 4 ist das Experiment 1 dargestelll, namlich Rekonstituiion mit reifen CD4 T-Zellen. Die verschiede- 
nen, Behandlungen der Tieie sind auf der Abszisse vennerkt; jedes Tier wird durch einen Punkt symbolisiert. Bereits 
neun Tage nach Versuchsbeginn zeigtc sich ein deullicher Vorsprung in der Zahl von T-Lymphozyten im peripheren Blut 
in der mit milogenen anli-CTD28 ^4AK behandelten Gruppe gegen iiber Kon troll tieren, die konventionellen anti-CD28 
MAK Oder nur die Phosphal.-gepufterle Kochsalzlosung (PBS) erhalten hatlen, die als Losungsmittel fur die MAK ver- 
wendel worden war. Dieser Vorsprung blieb bis zum letzten Messpunkt (Tag 36) erhalten. Werden ausschlieBlich die von 
den reifen RT7^-posi liven CT)4 T-Zellen abstammenden T-Lymphozyien betrachlet, fallt der therapeutische Effekt des 
milogenen anti-CD28MAKnoch diamatischergegenuber den Kontjollgruppen aus. Der Grund dafur liegtdarin, daB mil 
fortschreitender Zeit im Thymus neue, RTn''- negative T-Zellen gebildet werden. Die Entstehung dieser T-Zellen ist un- 
abhangig von der Antikorperstimulation, wurde durch diese jedoch auch nichl beeintrachligt. 

[0040] Die Fig. 5 zeigr das Experiment 2. namlich Rekonstituiion niit reifen CD4 und CX)8 T-Zellen. Entsprechend 
dem Schema in Fig. 3 wurden 5x10^ RT7^-positive T-Lymphozylen transferieri; diese bestehen zu etwa 3/4 aus C1D4- 
und zu etwa 1/4 aus CDS T-Zellen. Die T-Zellzahlen im Blut wurden wie zur Fig. 5 beschrieben beslimmt. JedeLinie re- 
prasenUen ein Versuchstier. Offene Symbole zeigen die Behandlung mil PBS an, geschlossene die mil dem milogenen 
anii-CD28 MAK JJ316. Die oberen beiden Graphen zeigen die Entwicklung der Zahlen von KH^'-positiven Zellen an, 
die sich von dem reifen T-Zellinokulum ableiien; die unleren beiden die der RT7*^-negali ven, die im Thymus neu gebildet 
wurden. Die Ergebnisse zeigen eine rasche Vermehrung der reifen CD4 und CDS T-Lymphozyten durch die Behandlung 
mit milogencm anii-CD28 MAK (oben). Die spfiter einseizende Neubildung von T-Zellen (unten) wurde durch die Be- 
handlung nichl beeinu-achiigt. 



Beispiel 4 

Qualiiiil der vcmiehnen T-Lyphozyien 

[0041] In dicscm Beispiel wird gezcigu daB T-Lyniphozyien, die durch anti-CD28 Therapie vemiehrt worden waren 
langlehig und tunklionstahig .sind. 

100421 Die Fig. 6 zeigi den Versuchsplan und Nachweis von durch anii-CT)28 vennehrten T-Zellen in den Lymphkno- 
icn. Die Behandlung der Versuchsticre entsprichl zunachst dem in Fig. 4, Experiment 2 eriaulerten Schema. Nach 55 Ta- 
gen wurden Tierc getoiel. Die Analyse der T-Lymphozyien in den Lymphknolen crgab, daB nach PBS Behandlung nur 
6% (3.33 von 47.9%) sich von dem zu Versuchsbeginn injizierten Inokulum reifer RT7^-posi liver Zellen ableiteie; die 
ubrigen CD4T-2:ellen waren iin Thymus neu gebildet worden (RT7''-negaiiv). Ini Gegen saiz dazu beuoigen dieRTT^'-po- 
sitiven CD4 T-Zcllen in der therapienen Gruppe eiwa 40% (22.26 von 56.42%). Die daigcstellien "Dolplots" zeigen wie- 
derum die Ergebnisse der in Beispiel 3 beschriebenen durchflusszyiophoiometrischen Analysen. Es wurden fluoreszenz- 
niarkiertc Antikorper gegen CT>4 (Abszisse) und RT7^ (Ordinate) verwendet Dieses Resultat zeigt, daB die zu Versuchs- 
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bcginn (Tag 0 unci 1 ag 1 3) durchgelu^^Bierapic zu eincr lang anhalicnden Rcpopulaiion ni^^^durch die anii-CD28 
Thcrapie vcriiiehrien 1-T.yniphozyicn rtWri. R17''-posiiivc und R17 ^-negative T-Lymphozyicl^Prden voneinander ge- 
irennl. Dazu erfolglc zunachsicinc Anreicherung dcrT-Zcllcn mil Hilfc dcr Passage uber NylonwoUe. Sodann wurden 
R'n'^-posilivc T-Zcllen mil. RT7''-spc2ifischen MAK beladen, an die paraiiiagnelischc Kisenkiigelchen gehundcn wur- 
den. Mil Hilfe cincs Magnelen crfolgic dann die Trenniing zwischen RT7''-posiliven iind RTT^'-negaiivcn T-Zellen/-Das 5 
hier venvendele, in dcr Forschung weii vcrbreilele System dcr Finiia Milienyi Biotech, Bergisch-Gladbach, heiRl MAOS 
(Magnetism Aclivaied Cell Sorting). Die so geircnnicn R'n^-positiven und RT7^-negaiiven T-21clIcn wurden dan n einer 
Funklionsanalyse unierzogen (Fig. 7-9). 

I0043J Kig. 7 zeigl die in vitro Prolileration von in vivo tlierapeulisch cxpandiericn l-Zellcn. Die wic in Fig- 6 bc- 
schrieben isolierien RT7**-posi liven, also vom urspriing lichen reifen Inokuluni abgeleiieien T-Zellen sowie die RT7*'-nc- lu 
gaiiven ("RT7^", neu im Thymus gcbildelen) T-Zellen wurden in cinein Siandard-Prolirerationslest auf ihre Reaklivitat 
gegenuber konventioneller Kostimulalion uberpriifl;. Dazu wurden 1 x 10^ T-Zellen in 0,2 ml Kulturmedium in 96-Napf 
Mikrotilerplauen zwei Tage bei 37°C kult.ivierl, gefolgl von eineni 16-st.undigen Puis inil. 1 pCi^H-markierten Thynii- 
dins. Dessen Einbau in die DNA ist als cpni x lO"""^ dargestellt und ist ein akzeptiertes MaR fur die Zellteilungsaklivital 
(Proliferaiion) der Zellen. Die oberen vier Balken zeigen Ansatze, in denen die T-Zellen mit Hilfe eines T-2^1lantigenre- 15 
zeplor (TCR)-spezifischenMAK(R73) sowie zusatzlich mildem konveniionellen CD28-spezifischen MAKTJ319 stimu- 
lien wurden (klassisclie Kostimulalion). Hier wurden die physiologischen Signale bei der T-5jellaktivierung nachgesteilt.. 
Die vier Balken zeigen die Reaklion der vier verschiedenen gcresteien T-Zellpopulationen, namlich jeweils die aus dein 
urspriinglichcn Inokulum reifcr T-Zxillen stammenden RT?*^ sowie die im Thymus neu gebildeteten RT7^2Lellen aus den 
beiden Hergruppen, namlich den CD28-lherapierten und den mil PBS behandelien Kontrolliieren. Die unLere Gruppe 20 
("Medium") zcigt. die gleichen Zellen ohne Stimulation. Hier wurde keinc Proliferaiion beobachlet.. Der Versuch zeigt, 
daB auch nach der extensiven in vivo Expansion durch CD28-Therapie die Reaktionsfahigkeii. der TLyniphozyten erhal- 
ten bleibi. 

[0044] Fig. 8 zeigu daB in vivo durch anli-CD28 Therapie-vennehrie T-Zellen gegen fremde Transplantationsantigene 
reagieren. Der Versuchsansatz enspricht im Prinzip dem zur Fig. 7 beschriebenen, nur daB die Stimulation der T-Zellen 25 
hier nicht mit Hilfe monoklonaler Anlikorper durchgefuhrt wurde, sondern durch Zugabe sogenannter Stimulatorzellen 
dcs Stammcs LEW. Dabci handch cs sich um 10^ bcslxahJtcLymphknotcnzcllcn pro Napf. Die Bcstiahlung wird durch- 
gefuhrt, damil. die Stimulalorzelien scibst nichl zur gemessenen Prohferation beitragen konnen. Der Staram LEW wurde 
gewahll, da er sich in seinen starken Transplanlalionsantigenen (entsprechend den HLA Antigenen des Menschen)-von 
PVG unterscheidet: LEW exprimiert RTl \ PVG hingegen RT1\ Zur Ennittelung eines Basiswertes wurden in der idnte- 30 
ren Gruppe auch beslrahlte PVG Lymphknotenzellen als Stinmlatoren eingesetzt. Das Ergebnis zeigt^ daB wiederum 
samtliche der vier untersuchten Gruppen von T-Lymphozyten mit Proliferation auf die fremden Transplantationsantigene 
reagieren; dariiber hinaus zeigt. sich eine erhohte Hinter-grundreaktion bei den T-Zellen sowohrder therapierten wie auch 
der Kontrollgruppe, die aus deiii ursprunglich applizier-ten Inokulum reifer T-Zellen (HT/^-positiv) abstajiimten. 
[0045] Die Fig. 9 zeigt, daB in vivo durch anU-CD28 Therapie vermehrte T-21ellen in der Lage sind, Zytokine zu pro- 35 
duzieren. Wie zur Fig, 7 beschrieben, wurden die expandienen reifen (KT?'^'**) und die im Thymus neu gereiften (RT7^, 
entspricht RT7^) T-Zellen der anli-CD28 therapierten und der KontroUtiere in vitro durch Kostimulalion akliviert. Nach 5 
Tagen wurden die Zellen geemiet und nach einem Prolokoll, das sich im Katalog der Finna Pharmingen/Becton Dickin- 
son nachlesen lasst, auf die Fahigkeit zur Produktion der Zytokine gamma-Interferon und lnterIeukin-4 getestel. Diese 
beiden Zytokine wurden gewahlt, weil sic charakleristisch sind fur die beiden funktionell unterschiedlichen Typen von 40 
CD4 Efifektor T-Zellen, die nach Aktivierung entsiehen konnen: Entzundungsfordemde THl Zellen produzieren 
IFNganima, entzundungshenuiiende und Anlikoipeiprodukiion fbrdemde TH2 Zellen produzieren IL-4. Es handelt. sich 
bei der Nachweismetliode um eineintrazellulareZyiokinfarbung, die durchflusszylopholometiisch ausgewerlet wird, .Te- 
der Punkt oberhalb der horizontal verlaufenden Trennlinie zeigt eine Zelle an, die das an der Ordinate angegebene Zylo- 
kin synthetisiert. Es ist offensichtJich, daB samtliche 4 Gruppen von T-Lymphozylen eine ahnlich groBe Fraklion von 45 
Zellen entlialten, die IFNgamma produzieren konnen. Im Gcgensatz dazu finden sich IL-4 produzierende Zellen nur bei 
denjenigen T-Lyniphozyten, die in vivo durch milogene anli-CD28 Therapie vemiehn worden wareil (Dotplot unlen 
rechls). Das Experiment zeigt, daB durch die in vivo Expansion mil mitogenen CD28-spezifischen MAK die Fahigkeit, 
Zytokine vom THl-Typ zu synthetisieren, nichl verloren gehl. Das Auftreten von Zellen vom TH2 Phanotyp (W-4 pro- 
duzierend) uberraschl nichl. 50 

Bei spiel 5 

Veniiehrung von T-Zellen durch CD2S Therapie in ihyiiiektomierlen Ralien 

55 

[0046J Der Versuchsansatz entsprichl dem in Fig. 3 dargesiellten mil zwei Abweichungen: 1. Die 'Here erhielten nur 
eineeinnialige Injeklion von 1 mg MAK am Tag 0; 2. Den Tieren wurde vor Bestrahlung und Rekonstirution operaiiv der 
Thymus entferni, um das Nachreifen von T-2Sellcn im Thymus zu verhindem. Damit wird die Situation der Lymphopanie 
beini erwachsenen Menschen z. B. nach Chemo- oder Strah! en therapie nachgesteilt. Erwachsene Menschen sind zur 
Neuproduklion von T-Zellen im Thy?nus kauni in der Lage, da nach der Puhcrt.ai die Thymusfunklion weitgehcnd einge- fio 
stellt wird. 

[0047] Die Fig. 10 zeigl die Erholung der T-Zellzahlen im Blul. Eine Unierscheidung zwischen RT7^-positiven und - 
negati ven Zellen isl nun nicht mehr not.wendig, da samtliche T-Zellen RT7^'^ sind (fehlende Neuproduklion von RT7^'^ T- 
Zellen ini Thymus). Die drei Graphen zeigen die T-Zeilen sowie ihre CD4 und CDS Subpopulationen von jeweils drei 
anii-CD28 therapierten (ausgefullte Symbole) und drei mit einem isoiypgleichen KontroUantikorper behandelien TSeren 65 
(offcne Symbole). Wie sich leichi erkennen lassl, fiihrie die einmalige Behandlung mil 1 mg des mitogenen anli-CD28 
iiiAk JJ316 zu einer sehr raschcn Erholung der T-2ellzahlcn. 

[0048] In der Fig. 1 1 ist erkennbar. dafi durch anli-(:D28 Therapie in vivo vermehrte T-Zellen in vivo irnmunisierl wer- 
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den konncn. Die zur I^^^ beschricbenen Ticrc wurdcn 4 Wochcn nach Behl|^Big miideiu Modellanligen Keyhole 
Linipel Haniozyanin (^^^iirununisieru uni die Punkiionsfahigkeii dcr T-Lyinpnozyien zu lesien. Nach wciicrcn 4 Wo- 
chcn wuixlcn die Ticrc gctoiel und die Lymphknoicnzcllcn wurdcn in viiro auf ihre Pahigkeil gcicsiel, auf KLTT-Sliiiiu- 
lalion mil Proliferafion zu reagieren. Man nennl dies den Test auf cin "Recall" Antigen; ein solchcr Test wird z. B. bcini 
5 Menschcn angewandl, uni die erlolgreichc Jnduklion einer T-Zc!lininiunilal auf Impl^nligene wie Telanustoxoid zu ic- 
slcn. Das Teslsysiein enlsprichl grundsalzlich dcm dcr Fig. 7 und 8, doch wurdc zur Stimulation das Imptanligen KLH 
verwendcL, Es isl oftensichtlich, daB die Tierc bcidcr Gruppen cine T-Zelliinmunitat gegen KLH in Folgc der Iiiipfung 
besaBcn. Diesc fallt in beiden Gruppen ahnlich stark aus, da fiir den in vitro Test die 2^1lzalilen pro Kultumapf angcgli- 
chen werdcn, so dali Unierschiede in der vorausgegangenen Lherapeulischen l-Zellexpansion durch niitogene ani.i-( '1328 
10 iTiAk aufgehobcn werden. 

[0049] Fig. 12 zeigt die Produktion von Antikorpern gegen das Modellanligen KLII. Die Produkiion von Antikorpem 
durch B'Lymphozyten ist abhangig von der Funktion von CD4 T-Lymphozyten. Aus den in Fig. 1 1 beschriebenen KLH- 
iuiiTiunnsierien Tieren wurde deshalh zu den auf der Ahzisse ersichllichen Zeitpunklen Blut enlnommen und in cinem 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) auf Anwesenheit KLH-spezifischer Aniikorper unlersucht. Wie die 
15 obere Grafik zeigt, reagierten sainlliche anti-CD28-therapierten Here mil der gleichen raschen Kinetik auf die Immuni- 
sierung (gefullle Symbole) wahrend zwei der drei KonlroUtiere keine Reaktion zeiglen; das drirte reagiene ahnlich wie 
die iherapierle Gruppe, wenn auch mil verzogerter Kinetik (siehe Graphen der ELISA Ergebnisse der Tage 7, 14 und 21 ; 
diesc Werte wurden in einem zweiten Test gemcsscn; die gemessene optische Dichte ist deshalb niit der des obcren Gra- 
phen nichl direkt vergleichbar). 

20 I 0050J In einem nichl durch eine Figur dai^gestellien Experinicnl wurde gezeigi, daB ami -GD28- iherapierle T-lynipho- 
penischc Here friemde HauOxansplanlale abstoBcn. Die Bekainpfung von Virus-infizierten Z^Ilen, von Turnorcn und von 
inirazelluiarcn Bakierien isl abhangig von der Funktion pro-inflammaiorischer THl Zellen. Wegen der Anwesenhcii 
anii-inflammaiorischer IL-4 produzierender TH2 Zellen in Q)28-lherapierten T-lymphopenischen Tieren muBle die 
MogHchkcii in Betrachl gezogen werden, daB die pro-inflaininalorische, "zellvermillelte" Iininunilat unterdruckl wird. 

25 Dieses laBt sich anhand der Fahigkeit der Tiere priifen, ein fremdes Hauttransplantat abzusloBen. Auch diese Reaktion ist 
THl-abhiingig. Die CD28-LherapierLen Tiere erhiellen deshalb ein HauUransplantal des Slamines LEW, der die RTl ^ Al- 
lele dcr starkcn Transplanladonsantigcnc cxprimicrt, wahrend die thcrapicrtcn PVG Here RTl^ tragcn. Zur Konlrollc 
wurdc cin syngcnes PVG Transplantat iibertragen. Samtliche der insgesamt acht untjcrsuchlen therapierten Tiere slieBen 
die frcmdc Haul ab, wahrend die voni genclisch idenlischen Stamm einwuchs. Beispielhafl war einerseits das nckroti- 

30 sche LEW und andererseits das gut vaskularisicrle PVG Transplanlal bei einem Tier zu sehen. Im DurchschniU war die 
AbstoBung durch die iherapierten Tiere schneller als durch die Konrrolltiere. Dieses Ergebnis bclegl, daB durch anti- 
CD28 Thcrapic die zeilvermittelte Iinmunitat nichl verloren geht. 

Beispiel 6 

35 

Erhohung der Gran ulozytenzahlen ira Blut anii-CD28 niAk-behandeller Ratten 

[00511 Die Fig. 1 3 zeigt eine Kinetik der Gran ulozytenzahlen nach Behandlung mil konventionellem (oflfene Symbole) 
und mil nntogcncm anti-CD28 inAk (gefullle Symbole). Jede Linie sieht fur ein Tier. Adulte LEW Ratten erhiellen 1 mg 

40 des milogcncn anli-CD28 mAk JJ3 1 6 oder des konventionellen anti-CD28 inAk JJ3 19 i. v. appliziert. Die Zahl der Gra- 
nulozyicn im pcripheren Blut wurde zu den gegebenen Zeitpunklen durch Bestimmung der Gesamtleukozyienzahl sowie 
des AnicilsdcrGraiiulozylen dai-ao besiinmit. Diese Messung erfolgle mil der Durchflusszytophotometjic auf Grund der 
besondcrcn Lichlsireuungseigenschafien von Granulozyien. Wie die Fig. 13 zeigt, wurde in alien Iieren, die mitogenen 
anii-CD28 niAk crhalten batten, eine drainatische transienle Steigening der Granulozytenzahlen beobachtel, nicht aber 

45 in den Konirolliicrcn, die konventionellen anli-CD28 niAk erhallen batten. 

[0052] Die Fig. 14 zeigt ein Beispiel fiir die erhohte Granulozyienzahl im Blut CD28-sdmulierter Tiere. Die Leukozy- 
ten wurdcn in cinem Durchflusszylophotomelw auf ilire Lichtsireuungseigenschaften unlersucht. FSC bedeutei forward 
scatter odcr Lichtsireuung nach vorne, SSC sideward scatter oder die nach 90** abgelenkte Lichtstreuung, die ein MaB fiir 
die Granulariiiii dcr Zellen ist, Jede Zelle wird durch einen Punkt dargesielU, Die beschrifteie Wolke zeigidie Granulo- 

50 zyien an. Dorcn Prozenlsalz ergibl sich direkt aus der Messung, die beigefiigte Zellzahl pro Mikroliler Blut wird mil 
Hilfc dcr /uvor bcsiiimnten Zahl von Leukozyien pro Mikroliler Blut errechnei. Man erkennl eine weil iiber die Signifi- 
kanzgrenzc hinausgchende Erhohung der Granulozyienzahl nach Behandlung mil "direklen" CD28 spczifischen niAk. 

Beispiel 7 

55 

Erhohung dcr Monozytenzahlen nach Behandlung mil konventionellem und mil mitogenem anti-CD28 mAk 

[0053] Aduhc LIlW Raiien erhiellen 1 mg des milogenen anli-CD28 niAk .U316 (gefullle Symbole) oder des konven- 
tionellen anii-GD28 mAk .U319 (offene Symbole) i. v. appliziert. Die Zahl der Monozyten im peripheren Blut wurde zu 

60 den gegchcncn /cilpunktcn durch riesiimniung der Gesamtleukozyienzahl sowie des Anleils der Monozyten daran be- 
stimmt. Diesc Messung erfolgle mil dcr Durchflusszyiophotomctrie auf Grund der besonderen Lichtijireuungseigen- 
schaften von Monozyten sowie der Expression des Mac-1 Antigens, das durch den fluoreszenzmarkicrlen MAK 0X42 
nachgewiescn wurdc. Wie die Fig. 15 zeigt^ wurde in alien Tieren, die mitogenen anii-CD28 mAk erhalien batten, cine 
dramatische transienle Sieigerung der Monozytenzahlen beobachtel, nichl aber in den Kontrolltieren, die konventionel- 

65 len anii-CD28 mAk erhalien hatten. 
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Vcrniclirung von Granuloxyten und Mono/.yicn ini Blul bcslrahltcr Knochcninark-rekonsliluierljcr Railcn durch anli- 

CD28 Thcrapic 

5 

100541 Nach Beeinlrachligung des haiualopoclischcn Systems 7.. B. durch Slrahlen- odcr ('hemolhcrapie iiiussert auch 
dicdcni angeborenen odcr nalurlichen Iiiiiuunsyslcm zugercchnctcn Ciranulozylen und Monozylen neu gcbildel werden. 
Da aklivierle T-Lyniphozyien diesc z. B. durch Zylokinprodukiion (G-CSR GM-CSF) siimuheren konnen, und da in ge- 
sundcn liercn eine Hrhohung der Granulozylen- und Monozylenzahlcn iiii Blul nach anii-CD28 Behandlung beobachlel 
worden wan wurde die Fahigkeii miiogencr anii-CT)28 MAK geprOfu die Erholung dieser Leukozyienpopulaiionen zu 10 
bcschlcunigen. 

|<)0551 Fig. 16 zeigl. den zeillichen Verlauf von Granulozyten- und Monozyrenzahlen im Blul bestrahher Knochenniar- 
krckonsiii.iiierter Rarien nach anli-('D28 Therapie 

1 00561 PVG Inzuchlralten wurden zuniichs! operal.iv der Thymus enllcml, um das Nachreifen von T-2^1Jen zu verhin- 
(Icrn (damii wird die Silualion der Lyniphopanie beim Menschen, bei spiels weise nach Chemo- oder StrahlenUierapie, 15 
naohgcsielll; bei erwachsenen Menschen isidieThymusfunktion weitgehend eingestellt). Sie wurden dann init. Gainiiia- 
sjrahlung aus einer Casiumquelle so bestrahlt, da6 das biutbildende System einschlieBlich der weissen Blulzellen zersrort 
wurdc. Als Quelle blutbildcnder Slammzeilcn erhielten die Here Knochenmarkszellen des gleichen Inzuchistammes 
i. v.. Zusalzlich erhiclicn sie5x ]0^CD4 T-2:ellen oder 5 x lO^T-Zellen (CD4 und CDS) des kongenen Inzuchistammes 
PVG.R'I7^ Die Tiere dieses Slammes sind, bis auf das Leukozylenobernachenmolekiil RT7, von dem sie das Allel b an- 20 
siaii a cxpriinieren, mit dem Empfangersiamm PVG ideniisch. Mil Hilfc RT7b-spezifische r fluoreszenzmarkierter MAK 
konnen so in den Tieren T-Zellen idenLifizieri werden, die von den injizierten reifen T-Zellen abstammen. Die Anzahlder 
inji/icrtcn T-Zellen enlspricht ungefalir einem Tausendstel der Zahl an reifen T-Zellen einer adulten Ratle, so daB ein 
Model! draslischer T-Lymphopenie vorliegt. Den Tieren wurden aiTi Tag 0 1 nig JJ316 bzw. XT319, 

|(I0571 Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde Blut abgenommen und die Zellzahlen entsprechend dem Beispiel 7 be- 25 
siiiimii. Der Fig. 16 enlniuimt man eine schnellere Erholung der Monozyten- und Granulozytenzahl iriitden erfindungs- 
LiciiiiiB cingcsclztcn niAk, wobci im Fallc der Gran ulozy ten in den crstcn Tagcn nach Behandlung cine iibcrschicBcndc 
Rcakiion gcfunden wird, die sich dann wieder nomialisiert. 

100581 Die Fig. 17 zeigt Daien zuni Anieil an Granulozyten im Blut bestrahlier Knochcnmark-rekonstituierler Ratten 
nach anii-('D28 Therapie. Als Beispiel ist eine Messung des Granulozytenanieils 7 Tage nach Beginn der Therapie ge- 30 
/.cigi. Die Methodik enlspricht der in Beispiel 3 beschriebenen. 



Beispiel 9 ' ■ > 

Stimulaiion in Rhcsusaffen mit einem mitogenen CD28-spezifischen Antikorper 35 

[00591 Die Fig. 18 zeigt den angcwandicn Versuchsplan. Zwei adulte Rhesusaflen erhielten eine Dosis von 5 mg pro 
kg Korpcrgewichl eincs mitogenen GD28-spezilischen mAk intra venos applizien. Um eventuell auflretende toxische Ef- 
feklc rcchi/cilig erkcnnen zu konnen, wurdc die Dosis in drei Einzeldosen von 0,25, 1,0 und 3,75 mg/kg Korpergewicht 
aufgeicili, die im Laufe cines Tagcs appli/icri wurden. Tier 1 war unbehandelt, Tier 2 war 22 Monate zuvor mit einem 40 
apaihogcnen Virus (SIVA"''*) inH/icn worden. Diese Infektion spielt fiir die hier gezeigten Ergebnisse keine RoUe und 
wird nurder Vollslandigkeil lialber vcrmcrkl. Tier 2 wurde auBerdem 2 Wochen vor An(ikoiperbehandlung mil dem Mo- 
dcllanligen KLH immunisicrt. Keincs der bciden Tiere zeigle auftallige toxische Reaktionen auf die Antikorperinfusion. 
Zu den angczeiglen 2^itpunkicn wur-iic den Tieren Blut fiir die folgend beschriebenen Unlersuchungen abgenommen. 
10060} Die Fig. 19 zeigi Ki-67>l{xprcssion in T-Zellen eines CD28-stimulienen Rhesusaffen (Tier 2). Das Ki-67 Mo- 45 
Ickul wird im Zellkern von Zellcn cxpriniicrt, die sich im Zellzyklus befinden, also gerade teilungsakliv sind. Wie die 
Abbi kiung /.eigl, befandcn sich vor der Behandlung etwa 5% der CD4 und 5% der CDS T-Zellen im Zellzyklus, Nach der 
GD28 Behandlung (Tag 0) siicg die I Vequcnz zunachst auf 20, dann auf 45% fur beide Populationen und fiel dann wieder 
auf 10% /.uruck. Dieses Hrgebnis /eigi. daR die CD28-Stimulation in vivo die Vennehrung der CD4 und der CDS T-Zel- 
Icn siiniulicri. 50 
10061 1 Die fiir die Brfindung wcscnilichen Fig. 20 bis 22 zeigen schlieBlich die erzielbare Erhohung der Zahl an Gra- 
nulo/.yicn, Monozylen und Throniobo/.yicn im periphcren Blul von anti-CD28 therapienen Rhesusaffen. Die Bluibilder 
wurcicn in einem hamaiologischcn Labor mil einem CellDyn 4000 Gerat erhoben und sind hier als Zcllcn/Mikroliicr Blul. 
ini Zeii verlauf dargcsiclit. Fig. 20 belegi die Erhohung der Zahl an neutrophilen Granulozyten im peripheren Blul von 
anti-(!D28 ihcrapierien Rhesusaffen. Beide Tiere zeigten eine draniatische Erhohung gcgeniiber dem Ausgangswert. 55 
Dieser wurde bei Tier 1 nach einem Monat, bei Tier 2 etwas verzogen wieder erreichi. Die Therapie konnte die gangige 
Behandlung mil G-CSl' in der Knochenniarkiransplantaiion uberfiussig machen. Fig. 21 demonstrien die Erhohung der 
Zahl an Monozylen im periphcren Blul von anli-CD28 therapienen Rhesusaffen. In beiden Tieren wurde ein deuliicher 
Ansiicg iibcr don Au.sgangsweri. mil langsauier Wiederangleichung an Noniialwerte wahrend der folgenden zwei Monate 
hef)bachici. KIg. 22 schlielich /cigi die Hrhohung der Zahl an Thromhozyten im peripheren Blut von an!.i-CD28 thera- 60 
pjcrien Rhesusaffen. Beide Tiere zcigien cine dramaiische Erhohung gcgeniiber dem Ausgangswert. Dieser wurdc bei 
Tier 1 nach einem Monai, bei Tier 2 ci was friiher wieder erreichi. 



Patentanspriiche 

65 

1. Vcrwendung monoklonaler Antikorper, welche fur CD28 spezifisch sind und T-Lymphozytcn mehrercr bis aller 
Unlcrgruppen ohne Bcselzung eines Aniigenrezepiors der T-Lymphozyten und somit antigenunspezifisch aktivie- 
rcn. <xier eines Analogen hierzu. zur Herstellung einer phannazeutischen Zusanimenserzung zur Stimulation von 
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BluizcLlen, welci^^^ (:D28 iragcn. 

2. Verwcndung imB^lonalcr Aniikorper, wcichc fur QD28 spe/.ifisch sindlTnd T-Lyiiipho/yien mchrcrcr bis aller 
Unicrgmppcn ohnc Bcsclzung cines Aniigenrczcplors der l-Lyiiiphozylcn und soniil aniigcnunspczifisch aklivic- 
ren, oder eines Analogcn hierzu zur Herslellung einer phaniia7.eulischcn Zusanuiiensctzung zur Hchandlung von 
Hrkrankungcn mil rcdiizierler Anzah! an Bliilzellcn, welche kcin CTD28 Irngcn. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 odcr 2, wobei die Blulzellen Granulozyicn sind. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Blulzellen Monozylen sind. 

5. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Blulzellen Thrombozylen sind. 



10 Hierzu 24 Scile(n) Zeichnungen 
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